Isolasi, Skrining, dan Identifikasi Mikroba Indigenus Penghasil Enzim Kitinolitik Asal Sulawesi Selatan by Natsir, Hasnah & Dali, Seniwati
lStX: t$?J$3il
{
lsof asI dan Karakterisasi gIukosaoksidase dariAspergi!|us niger BT-2
Nur Ljmriani Permatasari Umar 1 - 6
lsolasi, Skrining dan ldentifikasi Mikroba lndigenus Penghasil Enzim
Kitinol itik Asal Su lawesi Selatan
Hasnah Natsir dan€eniwati Dali 7 - 15
Perbandingan Efektifitas Radiasi UV pada Bakteri Escherichia coli dan
Staphylacaccus aureus
Fahruddin dan As'adiAbdullah 16 - 22
Pemanfaatan Filtral Cendawan Diplodia (Lasiodiplodia theabromael
Sebagai Peginduksi Umbi Mikro Kentang Secara ln Vitro
M uh. Ansyar, Ambo Ala, Baharudd i n dan Elkawakib Syam' un 23 - 32
Perbandingan Populasi Bakteri Pendegradasi Hidrokarbo:r pada Tanah
yang Terkontaminasi Minyak Bumi
As'adiAbdullah dan Fahruddin 33 - 39
ldentifikasi Paku,Pakuan suku Polypodiaceae yang Terdapat Dalam
Kam pus U N HAS Tamalan rea
Muhtadin Salam 4A 143
Pengaruh NAA, GA. dan Ethepon Terhadap Ekspresi Seks Pepaya (Carica
papayaLl
Nuryanah 44 - 50
JURUSAN SIOL*6I
r*XULTAS MATEMATIXA DAX 
'LMU 
P'XCTTAXUA}I ALAM
UXIVE&3'TA5 HASANUDOIN
*;8,V,,!' : )esember 2008 tssN 1907-7033
smbil
ISOLASI, SKRINING DAN IDENTIFIKASI
MIKROBA INDIGENUS PENGHASIL ENZIM KITINOLITIK
ASAL SULAWESI SELATAN
Hasnah Natsir dan Seniwati Dali
-a::ratorium Biokimia Fakultas MIPA Univesitas Hasanuddin
ABSTRAK
=i-e,|tlan lso/asi dan skrining mikroba indigenus penghasil enzim kitinase
: 
=- 
: alJKan dengan tujuan mendapatkan beberapa isolat mikroba lokal
i-:,,,:s Selatan penghasil kitinase. /so/asi mikroba dari sampel tanah dan air
:-_: :3-asal dari beberapa lokasi di Sulawesi Se/afan telah dilakukan dengan
t'. :a-cie tanah dan air dikultur dalam medium cair (pengayaan) kemudian
:::2' sada medium padat mengandung koloidal kitin 1%. Dari hasil isolasi
:-:i:.: c;peroleh 49 isolat bakteri kitinolitik yang berasal dari: 35 isolat dari
--:.' a'r panas Sutili Pinrang dengan kondisi pertumbuhan: suhu 60 oC; pH
- :z-, i4 rsolat dari sumber airtambak dengan kondisi pertumbuhan: suhu 38ltuK J :* 7 i Berdasarkan hasil skrining dan identifikasi bakteri kitinolitik diperoleh
osa :. .:.^ isolat memiliki indeks kitinolitik (lK) > 1,0 yaitu: isolat SA 3-1a, SA 3-1b,Br- ; , ::.,,:"x,jf ,33tr"8:l':LT:{:i?,:J":;#i,::i:''i",i'33},,iiff;"*,{JE,j- 
_.--a Sf 3-1b, ST 3-2b dan ST 3-2d bentuk morfologinya: koloni kecil-
:::3-i warna putih kekuningan, tidak berspora, gram positif dan bentuk sel
: .: sc/af SA 3-1a dan ST 3-2b dilanjutkan pada proses produksi kitinase
:.-:." aktivitas kitinase 0,2958 uniUmL dan 0,1125 uniUmL
ilal: ':. /,,aci :bakteri kitinolitik,kitinase
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PENDAHULUAN
lilikroba kitinolitik menarik untuk dieksplorasi karena mikroba tersebut
Ki kemampuan menghasilkan enzim kitinase yang dapat menghidrolisis
. : - - Kitin adaiah polimer linier dari karbohidrat yang tersusun dari 2000-3000
*:-:^rer N-asetil D-glukosamin dengan ikatan p-1,4-glikosidik (Gambar 1).
=: -er ini banyak terdapat pada dinding sel jamur, bakteri dan limbah hasil laut
::::a: kulit udang, cangkang kepiting, kerang-kerangan dan lobster (Sakai, dkk,
' 
..: Yuli, dkk.2004).
Kitinase (EC.3.2.1.14) adalah enzim yang dapat mendegradasi kitin pada
.?--za p-1.4-glikosidiknya. Kitinase ini merupakan enzim hidrolitik yang bernilai
i.t^o1ri tinggi, karena kemampuannya dalam mendegradasi limbah yang
-.-;andung kitin. (sakai, dkk, 1998;Yuli, dkk.2004). Kitin dan oligomernya
-:-:apat perhatian khusus karena mempunyai kemampuan sebagai antitumor,
:bial
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antigastritis dan antimikroba serta dapat merangsang
metabolit sekunder pada tanaman. (Rukayadi, 2003 dan
pembentukan senyawa
Kuroiwa, dkk,2003\.
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Gambar 1. Struktur Kitin (Muzzarelli, 1996)
Penggunaan kitinase di bidang bioteknologi pertanian mendapat
perhatian karena kitinase dapat digunakan dalam pengendalian organisme yang
mengandung kitin, karena kitin merupakan komponen struktural dari dinding sel
serangga, bakteri dan jamur patogen tanaman (Cota, dkk., 2006 dan Katatny,
dkk.,2000). Pengendalian hayati jamur patogen tanaman dengan menggunakan
mikroba kitinolitik, didasarkan pada kemampuan mikroba tersebut menghasilkan
enzim kitinase (Katatny, dkk., 2000; Mateos, dkk., 2007). Derivat kitin juga
banyak dimanfaatkan dalam berbagai bidang seperti: biokimia, bioteknologi,
farmakologi, dan industri bahan kosmetik serta bahan kapsul obat (Patil, dkk,
2000).
Berdasarkan hal tersebut di atas, maka perlu dilakukan penelitian
tentang: ekplorasi dan isolasi mikroba lakal (indigenus) penghasil kitinase dari
beberapa lokasi di Sulawesi Selatan, kemudian dilakukan skrining beberapa
isolat bakteri kitinolitik dalam medium LA (luria agar) dan selanjutnya dilakukan
identifikasi bakteri kitinolitik berdasarkan morfologi dan sifat biokimiawi. Dari
hasil penelitian ini, dapat diperoleh delapan (8) isolat yang teridentifikasi bentuk
morfologinya. lsolat ini nantinya akan di manfaatkan dalam penelitian lanjutan
dan untuk pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi.
METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat Penelitian
Bahan utama digunakan dalam penelitian ini adalah Sampel berupa :
tanah dan air tambak Pancana dan Mandalle Kab. Pangkep; Palanro dan Bojo
Kab. Barru ; Suppa Kab. Pinrang, serta tanah dan air dari sumber air panas Sulili
Pinrang. Bahan kimia berupa : kitin sigma (EC.215-744.3), NaOH, HCl, NaCl,
(NH+)zSO+, KzHPOa, MgSO+.7HzO, CzHsOH, NaHzPOa, Na2HP.Oa, !e?St ekstrak,
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kondisi : 200 rpm, suhu 60 oC, selama 4 hari, setiap 8 jam dilakukan sampling
untuk analisis optical density (OD), aktivitas kitinase dan kadar protein. Dari hasil
optimasi ini diperoleh kondisi optimum produksi kitinase, uji aktivitas kitinase
dengan metode Ueda dan Arai (1992) ; Natsir, dkk.(2002) serta analisis kadar
protein dilakukan dengan menggunakan reagen Lowry.
Penentuan Kadar Protein dan Aktivitas Enzim Kitinase
a. Penentuan kadar protein
Penentuan kadar protein ini menggunakan metode Lowry dengan
komposisi reagen Lowry B; NazCOz 2oh dalam NaOH 0,1 N : CuSOq 1ok:
Natrium-Kalium-Tartrat (100 '. 1 '.1), reagen Lowry A; larutan asam phospho-
tungstic-phospho-moliybdic (foolin) : aquades (1:1). Kadar protein diukur dengan
menggunakan BSA (Bovine Serum Albumin)sebagai standar dan diukur dengan
menggunakan spektro-fotometer pada panjang gelombang maksimum.
b. Pengukuran aktivitas kitinase (Ueda dan Arai, 1992, Natsir, dkk., 2002).
Campuran 2.0 ml bufer sitrat-fosfat pH 7.0 dengan '1.0 ml larutan enzim
(sampel) dan 1.0 ml koloidal kitin 0.3 % diinkubasi pada 60 oC, 170 rpm selama
60 menit. Sisa kitin dalam campuran reaksi diukur kekeruhannya atau
turbiditasnya pada panjang gelombang 660 nm dalam unit aktivitas enzim. Safu
unit aktivitas enzim didefinisikan sebagai iumlah enzim kitinase yang
menyebabkan penurunan absorbansi.0.001 pada 660 nm per menit.
Aktivitas enzim kitinase dapat dihitung dengan rumus :
Unit Aktivitas (UA/ml) : Abs orb an s i ko ntrol - Abs orb ansi s am p e I
0,001
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil isolasi bakteri kitinolitik dari air dan tanah pada sumber air panas
Sulili dan sumber air tambak beberapa lokasi di Sulawesi Selatan, diperoleh hasil
seperti pada Tabel 1.
Bakteri kitinolitik dapat ditunjukkan dengan terbentuknya zona hidrolisis
disekitar koloni bakteri dalam medium LA + koloidal kitin 1 %. lsolat-isolat
tersebut mempunyai kemampuan yang berbeda dalam mengkatalisis kitin
sebagai substratnya, isolat yang mempunyai aktivitas kitinolitik tersebut diukur
indeks kitinolitiknya. Indeks kitinolitik (lK) merupakan perbandingan diameter
zona hidrilisis (area bening) dengan diameter koloni bakteri. Berdasarkan
,I
1
60
tl
8E'II'I8'0PZ-TJ Sx
u'lz'rL'0qz-gr s
09'l8'09'0gI-EJ S9
09'lT,'l8'03I-€J S
L9'II'IL'0CZ-'V SI-
09'I8'09'0EZ-EV S
EE'I8'09'0qI-'V SL
SL'TL'0v'0BI-SY SI
(xD >ulltoullnl
s{0puI
uBlequr€H euozruolox rolatuBJotslosJ opoxo-\
nqnssl
ie
JI I
u!1
'lpl t"t
st!
lls
>E 009 
eped (6't. . yt)
uep 6urur.r)slp lul
rral)eq ]elol g uep Irlrlour]tl setl^tllv Zleqef-
(Z teqet) 'Ueq t-e eueles 0,/ Hd ,C" 0g I'lLlr.lS rS !_i,
r66u11 Illlloullll selr^tlle tltltrrloril 6ueI 1e;ost g ue)ltsBueu:*
rselosr llseq lelost (0t) ueltquas qn;nd ledua ue6
6u
nJe
ne
ptl
ut I;
uel
uel
d>t
-oq
'o/ '/o
uel
rselost ltseLl )rlrlout]rl rrayeq ]elost Llelunf 
.L loqej
'(Ueq Z-g) euel qtqol tseqn)ut nlle,,,
uep (0'L > Xl) lt3el Lltqal llllloulll),1 sleput unLUeu,]nqestel tstpuol eped qnq*--
iedep qtseu tut lelost (6y) ue;rqLuas qn;nd ledure ,0./ Hd ueOuep Co gg _=:
Co 09 
'Oo 9t '3" 0t 'C" gt 'Oo g0 'Co 0g nqns eped : nlre{ tseqnlut nqns tse-?,
)nlun ue1n1e;rad unedepy'( O't. t yl) llool Oue{ 1r1rlour}tI slepul l>llllua*
er{uenLues 6ue{ lequue} re requns rJep }elosr vL uep'rlrlns seued:re :e:
raqulnsraq 6ue,{ 1e;osr g0 'lselost ltseq }elost 6t llep }l}lloul}lr sleput uelnln6ua:
l!sE
0ur
I euozroq) \Z'(euozraq )ep!l) 71 . ue6u=.:.:
9tvvlBlosJ qulurnf
XZIZIZIy- 1 eddng
>IZLZLZLz- v olbg
'Z
T
LZTZL9- J orueled
>IZLZIZLt- v orueled
NZtZLZT9- J ellepuerN
>IZ("\ZZIz- v oll€pu€N
>{zt\ZZLt- v eu€ruPd
8\ZZIZI9-J Iltns
tZIZIZIs-J lillns
9ZIZLZIt-J lItns
6>tzZIZIT-V IIIINS
9ZLZIZLZ-V lIIINS
tZIZLZII-V IIIINS
09s90ssn0v8est0g
ladruu5 lesy0\ Jo "" nqns
uup 0'L 11d : 1e1os1 ueqnqrunlted IsIpuoX epud 1e1os1 qelrunf
BIOMA Vol. 3 (3), Desember 2008 tssN 1907-7033
Kedelapan isolat yang memiliki aktivitas kitinolitik, dua isolat diantara
merupakan isolat terpilih yaitu:SA 3-1a dan ST 3-2b yang akan dilanjutkan
dalam produksi kitinase, kedua isolat terlihat pada Gambar 2.
Hasil identifikasi bakteri kitinolitik
Berdasarkan pengamatan morfologi yang telah dilakukan terhadap I isotat
diperoleh bentuk dan warna koloni yang berbeda terhadap isolat golongan SA-3
(sulili air) dan ST-3 (sulili tanah). Golongan isotat sA yaitu sA 3-1a, sA 3-1b,
SA 3-2a dan SA 3-2c semuanya berbentuk koloni sedang 
- 
besar dengan tepian
datar dan warna koloni putih bening, tidak berspora, berbentuk basil dan gram
negatif (Tabel 3). sedangkan golongan isolat ST yaitu sr 3-1a, sr 3-1b, sr 3-
2b dan ST 3-2d bentuk koloninya kecil 
- 
sedang dan halus dengan tepian datar
dan warna koloni putih kekuningan, tidak berspora, gram positif dengan bentuk
sel basil. Adapun uji biokimia terhadap 8 isolat menunjukkan tanda-tanda
negatif seperti uji serti uji sitrat, indol, katalase dan oksidase. Hasil uji katalase
dengan penambahan larutan 3 o/o H2O2 mengindikasikan bahwa semua isolat
tidak memiliki enzim katalase, hal ini ditandai dengan tidak terbentuknya
gelembung udara disekitar koloni, enzim katalase ini ber-fungsi untuk mengurai
H2O2 di dalam sel yang bersifat racun, sedang uji oksidase digunakan untuk
melihat adanya enzim sitokrom oksidase di dalam sel, hasil uji ini juga terlihat
pada Tabel 3.
Produksi kitinase dari bakteri kitinolitik
Kedua isolat yang terpilih di atas ditumbuhkan dalam medium sintetik
minimum (MSM) cair yang mengdung 0,5 oh koloidal kitin untuk mengetahui
kemampuan isolat terpilih tersebut dalam merombak kitin secara kuantitatif.
Menurut Gooday (1990), degradasi kitin secara enzimatik menghasilkan N-asetil
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waktu fermentasi yaitu 0.2958 unit /mL pada kondisi pH 7,0 dengan suhu 60 oC
dan isolat ST 3-2b memiliki aktivitas kitinase tertinggi pada jam ke-40 yaitu
0.1125 unit /mL pada kondisi pH 7,0 dengan suhu 60 oC, hal ini menunjukkan
bahwa kedua isolat hasil isolasi tersebut merupakan bakteri termofil. Kedua
isolat (SA-3-1a dan ST-3-2b) ini masih perlu penelitian lanjutan tentang
karakterisasi sifat biokimia enzim dari isolat tersebut.
KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian diperoleh kesimpulan sebagai berikut :
1. lsolasi dan skrining bakteri kitinolotik dari tanah dan air pada beberapa
lokasi di Sulawesi Selatan diperoleh 49 isolat yaitu 35 isolat diperoleh dari
lokasi sumber air panas Sulili Pinrang dengan kondisi pertumbuhan: suhu
60 oC, pH 7,0 dan 14 isolat diperoleh dari lokasi sumber air tambak
dengan kondisi pertumbuhan : suhu 38 oC pH 7,0.
2. Berdasarkan hasil identifikasi bakteri kitinolitik diperoleh empat isolat yaitu
: isolat SA 3-1a, SA 3-1b, SA 3-2a, dan SA 3-2cyang memiliki bentuk
morfologi seperti: bentuk koloni sedang-besar, benvarna putih bening,
tidak berspora, gram negatif dan berbentuk basil. Dan empat isolat
lainnya yaitu isolat sT 3-1a, ST 3-1b, ST 3-2b dan ST 3-2d memiliki
bentuk morfologi sepepti : koloni kecil-sedang, berwarna putih
kekuningan, tidak berspora, gram positif dan bentuk sel basil.
3. Berdasarkan hasil fermentasi isolat SA 3-1a memiliki aktivitas kitinase
0,2958 unit/mL protein dan isolat ST 3-2b memiliki aktivitas kitinase
0,1125 uniVmL.
Saran
lsolat SA-31a dan St 3-2b yang memiliki aktivitas kitinase ini perlu dilkukan
pemurnian dan karakterisasi lebih lanjut dari kedua isolat tersebut, agar dapat
diaplikasikan dalam bidang IPTEK dimasa mendatang.
UCAPAN TERIMA KASIH
Penulis menyampaikan terima kasih kepada Direktorat Jendral Pembinaan
Penilitian pada Masyarakat DlKTl. yang menyediakan dana untuk penelitian ini
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